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POVZETEK

Virus Epstein-Barr (EBV) ali ¢loveski herpes virus 4 je ¢lan druzine herpes virusov. Najbolj
je poznan kot vzrok za infekcijsko mononukleozo, povezujejo pa ga tudi z Hodgkinovim
limfomom, Burkittovim limfomom, nazofaringealnim karcinomom in  drugimi
limfoproliferativnimi boleznimi. Izraz »mononukleoza« se nanasa na povecanje Stevila
limfocitov v krvnem obtoku. NajpogostejSe analize za diagnosticiranje primarne okuzbe z
EBV obsegajo seroloske metode dokazovanja protiteles. Paciente s klasi¢nimi klini¢nimi

znaki lahko diagnosticiramo z dokazom heterofilnih protiteles s Paul-Bunnellovo reakcijo.

V diplomskem delu smo zeleli ugotoviti specifi¢ni seroloski odziv na okuzbo z virusom EBV
z encimsko imunskim fluorescentnim testom (ELFA) in z uporabo analizatorja miniVIDAS
ter s kemiluminiscenéno metodo (CLIA) z uporabo analizatorja Liaison. Rezultate metode
ELFA smo primerjali z rezultati metode CLIA glede na posamezni parameter in skupno na

interpretacijskem nivoju opredelitve okuZzbe.

V raziskavo smo vkljucili 109 vzorcev bolnikov s sumom na okuzbo z virusom EBV.
Primerjava skladnosti med rezultati sistemov miniVIDAS in Liaison je pokazala, da je bilo
ujemanje najvecje pri parametru VCA/EA 1gG (94,5 %) in EBNA 1gG protitelesih (93,6 %),
manjSe pa pri parametru VCA IgM (89,0 %).
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ABSTRACT

The Epstein Barr virus (EBV) or human herpes virus 4 is a member of the herpes virus
family. It is best known as the cause of infectious mononucleosis and it is also associated with
Hodgkin's lymphoma, Burkitt’s lymphoma, nasopharyngeal carcinoma and other
lymphoproliferative diseases. The term "mononucleosis” refers to an increase of the
lymphocytes in the bloodstream. The most commonly used diagnostic methods for the
primary infection with EBV are serological methods. Patients with classical clinical signs can
be diagnosed with the detection of heterophile antibodies using the Paul-Bunnell test.

The purpose of the present study was to determine the serological response with enzyme-
linked fluorescence assay (ELFA), using the miniVIDAS analyzer and chemiluminescence
immunoassay (CLIA), and using the Liaison analyzer. The results of ELFA method were

compared with the results of the CLIA method.

Our research included 109 samples with suspected infection. We compared the concordance
between VIDAS and Liaison. A high concordance was proven with VCA/EA 1gG 94,5 %
antibodies and EBNA 1gG 93,6 % antibodies as with VCA IgM 89,0 % antibodies.
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SEZNAM OKRAJSAV

BL Burkittov limfom (angl.: Burkitt's lymphoma)

BSA goveji serumski albumin (ang.: bovine serum albumin)

CLIA kemiluminiscecni test (ang.: chemiluminescence immunoassay)

CD oznacevanje celi¢ne povrSinske molekule z monoklonskimi protitelesi (ang.:
cluster of differentiation)

CD21/CR2 membranski glikoprotein na limfocitih B (ang.:Human complement receptor
type 2)

CD19 encim za prenos signalov z receptorja CR2 v celice

CD40 integralni membranski protein na membrani limfocitov B

CD4 monoklonska protitelesa CD4 se specificno vezejo s proteini, ki jih na svojih
povrsinah izraza del limfocitov T, ki jih imenujemo celice pomagalke

CD8 monoklonska protitelesa CD8 specifi¢no prepoznavajo proteine, ki jih na
svojih povrsinah izraZajo citotoksi¢ni limfociti T

cDNA komplementarna DNA (ang.: complementary DNA)

D razprSeni fragmenti (ang.: diffuse)

DNK/DNA  deoksiribonukleinska kislina (ang.: deoxyribonucleic acid)

ds dvojno-vija¢na (ang.: double-stranded)

E zgodnji (ang.: early)

EA zgodnji antigen (ang.: early antigen)

EBV Epstein-Barr virus

EBER RNA, ki jo kodira EBV (ang.: Epstein-Barr encoded RNA)

EBNA Epstein-Barr jedrni antigen (ang.: Epstein-Barr nuclear antigen)

ELFA encimsko imunski fluorescencni test (ang.: enzyme-linked fluorescence assay)

ELISA/EIA encimsko-imunski test (ang.: enzyme-linked immunosorbent assay)

Fab monovalentni fragment imunoglobulina, ki nastane po cepljenju s pepsinom
(ang.: fragment antigen-binding)

HB Hodgkinova bolezen

HHV Cloveski herpes virus (ang.: human herpes virus)

HLA-DR MHC razreda Il (ang.: transmembrane human major histocompatibility
complex 2)

Hsp70 protein vro¢inskega udara 70 (ang.: Heat shock protein 70)

Vv
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gp
IE

IFA
IEN-y
IL

IM

IR
kbp

LMP
MA
MHC

MLE
MRNA
MiRNA
NK
NPC
nm
OPR
PCR
pH

PTC

R
RNA/RNK
Rta

Thl
TR
SPR
U
uv

glikoprotein

predcéasni (ang.: immediate early)

posredna imunofluorescen¢na metoda (ang.: immunofluorescent assay)
interferon vy

interlevkin

infekcijska mononukleoza

imunoglobulin G (tudi A in M)

notranje ponovitve (ang.: internal repeats)

kilo bazni par

pozni (ang.: late)

latentni membranski protein (ang.: latent membrane protein)

matriks protein

poglavitni histokompatibilnostni kompleks (ang.: major histocomatibility
complex)

kartica z umeritveno krivuljo (ang.: mastre lot entry)

informacijska RNA (ang.: messenger RNA)

kratka molekula RNA (microRNA)

naravna celica ubijalka (ang.: natural killer cell)

nazofaringealni karcinom (ang.: nasopharyngeal carcinoma)
nanometer

odprti bralni okvir (ang.: open reading frame)

verizna reakcija s polimerazo (ang.: polymerase chain reaction)

merilo za koncentracijo prostih pozitivnih vodikovih ionov v raztopini (ang.:
potential Hydrogen)

primarna tar¢na komora (ang.: Primary Target Chamber)

omejeni fragmenti (ang.: restricted)

ribonukleinska kislina (ang.: ribonucleic acid)

podvojevalni in prepisovalni aktivator (ang.: Replication and Transcription
Activator)

tip 1 celic pomagalk limfocitov T (ang.: type 1 of T helper cells)
terminalne ponovitve (ang.: terminal repeats)

pipetni nastavek s trdno fazo (ang.: solid phase receptacle)

edinstvene ponovitve (ang.: unique)

ultravijoli¢no valovanje

Vi
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VCA
VCAG
VCAM
WB
Zta

virusni kapsidni antigen (ang.: viral capsid antigen)

virusni kapsidni antigen/ zgodnji antigen IgG (VCA/EA 1gG)

virusni kapsidni antigen IgM (VCA IgM)

Western blot

osnovi levcinski zadrga transkripcijski faktor (ang.:the viral bZIP transcription

factor)

Vil
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1 UVvOD

Virus Epstein-Barr (EBV) je bil poimenovan po Anthonyu Epsteinu in Yvonne Barr, ki sta
prva opisala virus v celicah tumorja pacienta z Burkittovim limfomom leta 1964. (1)
Prekuzenost z EBV je v populaciji 80-100%. Virus se pri okuzenih osebah nahaja v limfocitih
B. Primarna okuzba z EBV v otros$tvu je veCinoma asimptomatska, v adolescenci in pri
odraslih pa pogosto poteka simptomatsko, kot infekcijska mononukleoza. Virus se ve¢inoma

prenasa s slino in poljubljanjem (2).

Seroloske metode so Se vedno metode izbora za diagnosticiranje primarnih okuzb z EBV. Za
paciente s klasi¢nimi klini¢énimi znaki diagnosticiramo heterofilna protitelesa po metodi Paul-
Bunnell. Priblizno 15 do 20 % pacientov, okuzenih z EBV in z znaki infekcijske
imunonukleoze, nima heterofilnih protiteles, zato v diagnosticne namene dokazujemo
protitelesa proti antigenom virusa EBV, ki jih delimo na z litiénim ciklom povezane antigene

in na tiste, ki nastanejo v latentnem ciklu (3).

Dokler vecina virusnih delcev vstopa v liti¢ni cikel, se sintetizirajo antigeni kapside (VCA) in
zgodnji antigeni (EA) difuzne (D) ali restriktivne (R) komponente. Ko virus vstopi v latentni
cikel, pa se sintetizira kompleks jedrnega antigena (EBNA). Organizem se odzove na antigene

s specifi¢nimi protitelesi, ki jih v diagnostiki uporabljamo, Kot klini¢ne pokazatelje (3).
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1.1 TAKSONOMSKA RAZVRSTITEV VIRUSA EBV

Herpesvirusi so med najpogostejsimi povzroditelji okuzb pri ¢loveku. Virusi, ki pripadajo tej

druzini, imajo posebno biolosko lastnost, da po okuzbi ostanejo trajno prisotni v organizmu,

obcasno pa lahko povzrocijo bolezni (3).

Na osnovi njihovega celicnega tropizma, citopatskega ucinka v celi¢nih kulturah in mesta

latence oziroma perzistence v gostitelju herpesviruse razdelimo v tri poddruzine (Preglednica
I in Preglednica 1) (3).

Preglednica I: Taksonomska razvrstitev ¢loveskih herpesvirusov (4)

Poddruzina

Alphaherpesvirinae

Betaherpesvirinae

Simplexvirus

Varicellovirus

Cytomegalovirus

Roseolovirus

vrsta

Cloveski
herpesvirus 1
cloveski herpes
virus 2
cloveski herpes
virus 3

¢loveski herpes
virus 5
¢loveski herpes
virus 6
¢loveski herpes
virus 7

pogosto
poimenovanje

virus herpes | HSV-1
simplekstip 1 (HHV-1)
virus herpes ~ HSV-1
simpleks tip 2 | (HHV-2)
virus varicele- | VZV
zostra (HHV-3)

virus CMV

citomegalije
Cloveski
herpes virus 6
¢loveski
herpes virus 7

(HHV-5)
HHV-6

HHV-7

okrajSava

bioloske
znacilnosti

. kratek
replikacijski
ciklus,
citoliti¢ni
perzistirajo
latentno v
telesih
aferentnih
Nevronov v
mozganskih ali
hrbtenjacnih

ganglijih

dolg
replikacijski
ciklus, v
celicnih
kulturah vodijo
do povecanja
gostiteljskih
celic
(megalocitov)
perzistirajo v
limfocitih B in
T,
monocitih/makr
ofagih,
nevronih ter
epitelnih celicah
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Preglednica Il: Taksonomska razvrstitev ¢loveskih herpesvirusov (4)

Poddruzina vrsta pogosto okrajSava bioloske

poimenovanje znacilnosti

¢loveski herpes  virus Epstein- | EBV
virus 4 Barr (HHV-4)
¢loveski herpes  virus HHV-8 . "mePro“feraﬂ
virus 8 Kaposijevega Al
sarkoma . perzistirajo v
limfocitih B in
T

Lymphocryptovir
us

Gammaherpesvirinae

Virus Epstein-Barr (EBV), ki ga uvr§¢éamo v druzino herpesvirusov, je med najbolj

razSirjenimi ¢loveskimi virusi, saj ima specificna protitelesa ve¢ kot 90 % odraslih

prebivalcev (5).

Virus Epstein-Barr (EBV; Human herpes virus 4 ali HHV-4) je del rodu Lymphocryptovirus
(limfokriptovirusi), ki spada v limfotropno poddruzino = Gammaherpesvirinae

(gamaherpesvirusi), ki je del druzine Herpesviridae (herpesvirusi) (6).

1.2 ZGRADBA VIRUSA
Virus Epstein-Barr je virus z genomom DNK. Gostota virusa v cezijevem gradientu je 1,2-1,3
in ima molekulsko maso 100 x 10°. Ovojnica zrelega viriona ima premer 150-200 nm, ki

nastane iz celi¢cne membrane pri brstenju virusa in je bistvena za infektivnost virusa (7).

Beljakovinsko regijo med nukleokapsido in membransko ovojnico imenujemo tegument.
Struktura viriona zajema osrednji del, ki ima obliko ikozaedri¢ne kapside in jo imenujemo
nukleokapsida. V njej je dvojno-vijaéni DNK genom s priblizno 184 kb (Slika 1).
Nukleokapsida je sestavljena iz 162 trikotnih kapsomer s premerom 100 nm. Analiza virionov
je 'z masno spektrometrijo opredelila Sest kapsidnih virusnih beljakovin, dvanajst
glikoproteinov in kar 17 tegumentnih beljakovin (1).
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Slika 1: Shematski prikaz zgradbe EBV v prerezu
1.3 RAZMNOZEVANJE VIRUSA

Virus se ob okuzbi veZe na specifi¢ne receptorje in nato okuzi limfocite B (redkeje limfocite
T, dendriticne celice in makrofage). Primarna okuzba aktivira limfocite B in vodi v
proliferacijo, stimulacijo in tvorbo imunoglobulinov, lahko pa povzroci tudi transformacijo
celic. Virusni genom obicajno ostane kot episom (zunaj kromosomski plazmid) in se replicira

ob vsaki delitvi celice (3).

Redkeje, zlasti v transformiranih celicah, pride do integracije virusnega genoma v celi¢ni
dedni material. Z okuzbo limfocitov B se virus uspe$no izogne imunskemu sistemu in

izlo€itvi iz telesa. V vedini primerov ostane virus Vv latentni obliki v limfocitih (2).

1.1.1. RazmnozZevalni cikel

Virus najpogosteje vstopa v celice skozi ustno-zrelni prostor preko epitelijskih celic. Prehaja v
ustni del Zrela, kjer se veze glavni virusni glikoprotein gp350 na receptor CD21 (znan tudi kot
receptor komplementa CR2) in okuzi limfocite B (4). Pride do pH-neodvisne fuzije
membrane, ki omogoca vstop delcev EBV v celico. Po vstopu virusa se EBV razstavi in
tegumentni proteini se sprostijo, kar povzro¢i izklop sinteze beljakovin v celici.
Nukleokapsida sprosti virusni genom v jedro prek jedrne pore, kjer se vzpostavi latenca (8).
Ta proces asociira z aktivacijo, proliferacijo in imortalizacijo latentno okuzenih celic B. Prek
virusne kaskade se za¢ne predCasna ekspresija (IE ang.: immediate early) genov. Sledi

zgodnja (E ang.: early) in pozna (L ang.: late) ekspresija (Slika 2) (9).
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Slika 2: Prikaz razmnoZevalnega cikla EBV v liticnem (produktivnem) ciklu.

Na splosno IE in E beljakovine prispevajo k izrazanju genov in podvajanju DNK, pozne
beljakovine pa so bodisi strukturne komponente viriona ali imajo pomembno vlogo pri
izgradnji in izstopu virionov (9).

Virioni z brstenjem skozi jedrno membrano potujejo na povrSino celice v meSickih

endoplazemskega retikuluma, kjer izstopijo iz celice z endocitozo (9).
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1.4 VIRUSNI GENOM
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Slika 3: Shematski prikaz genoma EBV v obliki episoma (a) in v linearni obliki (b)

Genom EBYV (slika 3) je episom dvojno vija¢ne (ds) DNK (a) ali v linearni obliki (b), dolga
priblizno 184 kbp. V linearni konfiguraciji, kot v virionu, je na obeh straneh povezan z
variabilnim $tevilom 538 bp neposredno na TR (ang.: terminal repeats). Genom je razdeljen v
kratke 12 kbp in dolge 134 kbp z vecinoma edinstvenim U (ang.: unique) nizom domen, po
sedem do deset kopij 3 kbp notranjih ponovitev IR1 (ang.: internal repeats). Poleg tega je
dolga domena razdeljena na §tiri krajse domene (U2-U5) zaradi ponavljajo¢ih se elementov,

ki vsebujejo kratke neposredne ponovitve (IR2-IR4). Vsaka od poudarjenih ponovitev
prispeva h kodiranju informacije za virusne beljakovine (1).
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Na podlagi identifikacije potencialnih translacijskih odprtih bralnih okvirjev ORF (ang.: open
reading frames) je bil predviden obstoj priblizno 75 genov iz genomskega zaporedja
nukleotidov B95-8 izolatov EBV. Zaporedje analiz cDNA EBYV je opredelilo dodatne gene, ki
niso bili razvidni iz genomskega zaporedja zaradi zelo spojene narave njihove mRNA. Tako
je zdaj po ocenah 80 do 85 beljakovin EBV, Ceprav vse Se niso potrjene. Poleg teh izraza
EBV dva razreda nekodirajo¢ih RNA: EBV kodirane majhne RNA (EBER) 1 in 2, ki so zelo
strukturirane RNA iz 167 in 172 nukleotidov, oziroma skupino mikro RNA (miRNA), ki

izhajajo iz dveh razli¢nih lokusov (1).

Pri ljudeh povzrocata okuzbo dva tipa EBV. Med seboj se razlikujeta predvsem v zaporedju
latentnih genov. Limfociti B se hitreje spremenijo z EBV-1 kot celice, okuzene z EBV-2, na
kar vpliva EBV jedrni antigen EBNA-2 (1). Poleg tega je razlicne seve EBV mozno
prepoznati po razliki v Stevilu ponovitev znotraj genoma. Vec¢ kot 95 % izolatov EBV v ZDA,

Evropi in Jugozahodni Aziji pripada tipu EBV-1 (8).

1.5 ANTIGENSKE ZNACILNOSTI VIRUSA
Antigene virusa Epstein-Barr delimo na tiste, ki so povezani z litiénim (produktivnim

razmnozevanjem) ciklom, in na tiste, ki so del aktivnega dela genoma v latentnem ciklu (Slika

4) (10).

1 25 50 75 100 125 150 184
L | | | | | | ||
2 IR2 2 2
Dlguuetiai8® 7y 4 us N2 us
| —
TR TR
Timidin
BZLF2 kinaza BARF1
litiéni geni l in i
BCRF1 £p350 ZEBRA Virusni Polimeraza
kapsidni

antigen

latentni geni 1“[ mnnml [ l

LMP-2A.B EBERI.2  EBNA-LP EBNA-2 EBNA-3A.B,C EBNA-I LMP-2A.B LMP-1

Slika 4: Linearna prikaz genoma EBV s prikazom odprtih okvirjev glavnih liti¢nih in

latentnih genov
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1.5.1 Beljakovine latentne stopnje

V latentnem ciklu se lahko izrazi le nekaj od 100 virusno specifi¢nih antigenov, Ki so

razdeljeni v dva glavna razreda (Preglednica 11) (8):

- LMP, latentne membranske beljakovine (ang.: latent membrane protein); LMP-1, LMP-
2A in LMP-2B

- EBNA, EBYV jedrske antigene (ang.: EBV nuclear antigen); EBNA-1, EBNA-2, EBNA-
3A, EBNA-3B, EBNA-3C in EBNA-LP (ang.: leader protein)

Preglednica I11: Beljakovine latentne stopnje in njihova vloga (11)

Odprti bralni okvir  Beljakovina Vloga
BKRF1 EBNA-1 vzdrzevanje episoma, uravnavanje prepisovanja DNA
BYRF1 EBNA-2 uravnavanje virusnih in celi¢nih genov
BERF1 EBNA-3A - .

zaviranje delovanja EBNA-2, regulacija izrazanja celi¢nih
BERF2 EBNA-3B
genov

BERF3/4 EBNA-3C
BWRF1 EBNA-LP povecuje dejavnost EBNA-2
BNLF1 LMP-1 preprecuje apoptozo in omogoca prezivetje limfocitov B
BNRF1 LMP-2A/2B | vzdrzuje latenco
EBER1/2 regulira prirojeno imunost

1.5.2 Beljakovine liti¢ne stopnje
EBYV kodira priblizno 90 beljakovin, ki se izrazijo med razmnozevalnim ciklom. Po analogiji

z drugimi herpesvirusi so ti razvr§¢eni kot pred¢asni, zgodnji in pozni proteini.

Pred¢asna gena BZLF1 (Zta) in BRLF1 (Rta) aktivirata delovanje zgodnjih genov in s tem
vplivata na prehod iz latentne v liti€no okuZzbo. Zgodnji geni, celi¢ne linije Raji, ki izraZajo

zgodnje antigene EA (ang.: early antigens), so opredeljeni kot:

- razprSeni D (ang.: diffuse), obarvanje jedra in citoplazme

- omejeni R (ang.: restricted), obarvanje jedra
Vecina ima funkcijo encimov, potrebnih za replikacijo DNA.

Pozne gene, kapsidne virusne beljakovine VCA (ang.: virual capsid antigens), sestavljajo
neglikozilirane strukturne virusne beljakovine (Preglednica IV). Glavno beljakovino kodira

BcLF1 iz odprtega bralnega okvirja (12).
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Preglednica 1V: Beljakovine liticne stopnje in njihova funkcija (11)

odprti bralni okvir protein funkcija
= BZLF1 ZEBRA transkripcijski aktivator liticnega cikla
.qb:ﬂ BRLF1 transkripcijski aktivator liticnega cikla
=
3
BMRF1 transkripcijski aktivator
BALF2 za vezavo DNA
BALF5 DNA polimeraza
_ | BORF2 DNA replikacija ribonukleotid reduktaze
g’v BARF1 DNA replikacija ribonukleotid reduktaze
'{? BXLF1 timidin kinaza
% BGLF5 alkalna eksonukleaza
BSLF1 Primaza
BBLF4 Helikaza
BKRF3 uracil DNA glikozilaza
BcLF1 VCA glavni kapsidni antigen
glavni ovojni¢ni glikoprotein, veze CD21 na limfocite
BLLF1 gp350/220 |B
= [BXLF2 gp85(gH) | fuzija celice in virusa
cé')’ BKRF2 gp25(gL) | fuzija ovojnice virusa z celico
é‘_ BZLF2 gp42 vezava MHC razreda | na limfocite B
BALF4 gp110(gB) |glikoprotein B za vstop v celico
BLRF1 gN izstop virusa iz celice
BBRF3 gM izstop virusa iz celice

1.5.3 Vzpostavitev nesmrtnosti celice

Pri in vitro okuzbi limfocitov B se celi¢na aktivacija zgodi v roku 24 ur. Sprva majhni
limfociti B so podvrzeni blastogenezi, S povecanim izrazanjem HLA-DR in povecanjem
velikosti citoplazme in jedra ter aktiviranjem antigenov na povrini celice. Se posebno se
izrazi CD23, ki je bistven za nesmrtnost celic. Po 36 urah se za¢ne sinteza DNA in delitev
celic, ki poteka 72 ur. V roku 72 ur se v citoplazmi okuZenih limfocitov lahko dolo¢i Ig (ang.:

immunoglobulin), kjer prevladuje razred imunglobulinov IgM (12).
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Te zgodnje spremembe v limfocitih B, okuzenih z EBV, so podobne aktivatorjem CD40
ligandov, kar vodi do nesmrtnosti limfocitov B. EBNA-2 in EBNA-LP sta prva antivirusna
antigena, ki se pojavita ze v dvanajstih urah po okuzbi. Temu v 24 urah sledijo drugi jedrni

antigeni EBNA (EBNA3A,B,C). LMP1 zaznamo priblizno 48 ur po okuzbi (Slika 5) (12).

Ekspresija genov Ekspresija genov
LITICNEGA CIKLA LATENTNEGA CIKLA
Infekcija limfocitov B
z EBV
®
© ® EBNA2
/ ® EBNA-LP
cD23 T
12h
A
Celitna smrt \ HESEE
in ®
endpcitoza ®® EBNA1
virusa EBNA3AB,C
‘ 24h
Sprememba
v blaste
VCA

@ krozenje
genoma
48h
Neizbezna
celicna smrt
EA
LMP1,2

Fenotip
latentno okuzenih
nesmrtnih limfocitov B

Slika 5: Ekspresija genov EBV in cikel celiénih dogodkov v limfocitih B (12)

1.6 PATOGENEZA
EBV vstopi v telo skozi usta, okuzba se pojavi v ustnem delu zrela, od koder se kuzni virusni

delci izlo¢ajo v ustno votlino, kjer jih je mogoce dokazati.

EBV lahko okuzi mnogo vrst celic v razlicnih okolis€¢inah, vklju¢no z limfociti T, celicami
NK, celicami gladke misi¢nine in folikularnimi dendriti¢énimi celicami,vendar sta limfocit B

in epitelne celice dva poglavitna cilja (13).

10
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Okuzba z EBV se lahko izide tako, da (Slika 6) (4):
e se EBV razmnozuje v limfocitih B ali epitelijskih celicah Zlezah slinavk, ki so
dovzetne za okuzbo z virusom;
e EBV stimulira rast limfocitov B in prepreci njihovo smrt;
e po primarni okuzbi vzpostavi latentno stanje v limfocitih B, kljub delujo¢im
limfocitom T, ki nadzorujejo okuzbo;

e imunski odgovor limfocitov T (limfocitoza) privede do IM.

Pritrditev EBV na limfocite B poteka z interakcijo med virusnim glikoproteinom
gp350/gp220 in receptorjem komplementa tipa 2, CR2 ali CD21. Pritrditev EBV na povr$ino
limfocitov B z CR2 stimulira endocitozo virusnih veziklov. Za zlitje ovojnic z limfociti B v

nizkem pH so potrebni Stirje virusni proteini (gB, gH, gL in gp42) (14).

Regija tonzil orofarinksa

#— EBV
=@ iz shne
Kriptrd epitel
Hammi

I e lirafociti B
a Infekeija

Lirafna sila Genminalng —=
. arediffe
A trirand
WVisoka c limfociti B
b endotelijska ] Poliferacija
wvenla =7 (EBY latenca IIT)
>

Pexiferna ecirkulacija spominskih @ O Spominski
celic okuzenih z EBY lirnfociti B
Preiivetje
Sporainski lirafociti B (EBV latenca IT)

= _[®
(=

00 | @@
EBY ohstojsnost celice

nobens ekapresije genoy EBV EBY mplikacija
(EBV latenca I) (litiénd cikel)

Slika 6: Shematski prikaz patogeneze okuzbe z EBV

1.6.1 Primarna okuzba z EBV
Pri primarni okuzbi limfocitov B se aktivira proliferacija in tvorba imunoglobulinov, lahko pa
povzro¢i tudi transformacijo celic (15). Virusni genom obicajno ostane kot zunaj

kromosomski plazmid in se replicira ob vsaki delitvi celice.

Z okuzenjem limfocitov B se virus uspesno izogne celicam CD8 T, CD4 T in naravnim

celicam ubijalkam NK (Slika 7) (8).
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EBV izraza razlicne gene, da se izogne imunskemu odzivu, kot so BLLF1a/b, ki z vezavo
gp350/220 glikoproteina na CR2 moti posredovano B celi¢no stimulacijo. BNLF1 izzove
ekspresijo LMP-1, kar povzro¢i zmanjsanje IL-12 in s tem povecano izlocanje 1L-27, ki je
pomemben za celi¢no prezivetje (16). BCRF-1, homolog IL-10, omogoc¢a pobeg z
inhibiranjem celicam pomagalkam Thl T, vkljutno z IFN-y in zgodnjo T -celi¢nim

odgovorom na virus med B celi¢no rastjo in sintezo IgG (4).

V veéini primerov ostane virus v latentni obliki v limfocitih B, do reaktivacije pa prihaja
zlasti ob imunsko oslabljenih stanjih z oslabljeno celién0 imunostjo. Okuzeni prenasalci

razvijejo celicno imunost proti mnogim, tako liticnimi kot latentnim beljakovinam (12).

Transformacija

limfocitov B Latenca III Latea /11 Latenca 0
Naivne 7
B celice
0 —
-1 -
4
Y
7
7/
Pritnarni

T celiéni odgovor

E

N
N
A}
N\
b
—_———

T Spominske
Epitelijske B celice
celice

Slika 7: Shematski prikaz primarne okuzbe (6)

1.6.2 Latentna okuzba z EBV

Po primarni okuzbi in zacetku virusnega razmnozevanja v epitelnih in limfoidnih celicah se
vzpostavi latenca v podskupini CD19+ B celicah. Pri tem je pogosta vsezivljenjska
asimptomatska faza. EBV genom miruje v spominskih B celicah, Stevilo okuZenih celic je
majhno in strogo nadzorovano z gostiteljevim celicnim in humoralnim imunskim odzivom.
Izguba ravnovesja vodi do povecanja virusnega bremena, kar se pogosto zgodi pred zacetkom

malignih obolenj (14).
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K $irjenju okuZenih limfocitov v germinalnem centru pripomoreta LMP-1 in LMP-2A, kot
nadomestek za CD40 B celi¢ni signal. Kombinacija plazmacitoidnih diferenciacij lahko sprozi

zacetek liticnega razmnoZevanja in s tem zagotavlja nizko stopnjo izloCanja virusa Vv
orofarinks (Slika 8) (6).

Razliéne oblike latenc, ki so v povezavi z virusnimi malignomi, predstavljajo latentne
programe (8):

v latenci 1; EBNA-1 je edini protein, ki se izrazi poleg EBER in BamHI prepisov. Ta
vzorec izrazanja genov je razviden iz tkiva bolnikov z Burkittovim limfomom;
v latenci 2; EBNA-1, LMP-1 in LMP-2 se izrazijo z EBER in BamHI RNA. To je

razvidno iz vzorca tkiva bolnikov z Hodgkinovo boleznijo, perifernim T celi¢nim
limfomom in karcinomu nazofarinksa;

Vv latenci 3 so izrazeni vsi z latenco povezani EBV proteini EBV, kot tudi EBER in

BamHI RNA. Latenca 3 je razvidna iz z EBV okuzbami povezanimi

limfoproliferativnimi  boleznimi, kot so infekcijske mononukleoza in EBV-

preoblikovane limfoblastne celi¢ne linije;

latenca 4 je prisotna v B-celicah, ki krozijo po periferni krvi. V latenci 4 se izrazajo
LMP-2 in v nekaterih primerih tudi EBNA-1.

Latenca 0 Latenca I/11 Latenca III Lititno

Transformacija Nisiising razmnoZevanje
limfocitov B

Spominsko
aktivirani \
limfociti T N

i) “—Qk
=

1
\
\
\
1
: \
Spominske |
\

Plazma celice

Epitelijske
celice

Slika 8: Shematski prikaz latentne okuzbe (6)
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1.7 IMUNSKI ODZIV
Za razvoj humoralnega in celicno posredovanega odziva so potrebne interakcije med
razlicnimi tipi celic. To so predvsem limfociti T in B, v poznejsi efektorski fazi pa tudi

makrofagi in celice ubijalke NK (ang.: natural killer) (Slika 9) (17).

Humoralna imunost :
Protitelesa

s  Razvoj
:g Izlodanje «f . 4

fimfociti B " Ey __éf % ‘\f
EBVY e
Plazmatka *’5" &
= Celitna imunost
% -
» E}Ds <
@ O/
fimfociti T CitotoksiCni T Celica okuzena
lirnfociti z EBV
CD4 v
Nt '
. Celica Ty N
Celice T Pomaga]ke Q
i, v 3. &
Citokini

Slika 9: Shematski prikaz humoralne in celicne imunosti
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1.7.1 Humoralni imunski odziv

Humoralni odgovor na virusne antigene je predstavljen na Sliki 10:

simptomi

VCA-IgG
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320 heterofilna
protitelesa
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40 |-
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Titer protiteles (priporocene vrednosti)

Tedni Meseci Leta
I I I

Inkubacija Akutno obdobje Konvalescenca Okuzba v preteklosti
bolezni

Slika 10: Imunoloski odgovor na EBV okuzbo s protitelesi (12)

Serolosko opredeljena protitelesa, ki jih sestavlja ve¢ antigenov, so (8):

- EBNA, Sest razli¢nih jedrnih beljakovin;

- MA, ki se izraza na povrSini celic pozno v liticnem ciklu in vsebuje pretezno
glikoprotein (gp350);

- VCA, ki se izraza v celicah pozno v liticnem ciklu (BFRF3, BLRF2, BcLF1 in
glikoprotein gp110);

- EA, ki se izraza v celicah zgodaj v liticnem ciklu (BZLF1, BHRF1, BMLF1, BMRF1I
in BALF2).
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Preglednica V: Seroloski profil okuzb z EBV (4)

 EBNA-

VCA-
’ [s[€

heterofilna
protitelesa IgM

razlaga

\
VCA-IgG’ EA-1gG
|

- - “serolosko negativen rezultat

+ + + + - akutna okuzba

R - + + - kroni¢na okuzba

- - + - + konvalescenca

- - + + + ponovna aktivacija

V ¢asu nastopa klini¢nih znakov so v serumu prisotna anti-VCA 1gG, EA in MA protitelesa.
Protitelesa za virusne glikoproteine gp350 nevtralizirajo in aglutinirajo virusne delce, s ¢imer
preprecijo nadaljnje Sirjenje okuzbe in virusa. Anti-VCA IgM, anti-VCA IgA in anti-EA 1gG
protitelesa so najvisja v akutni fazi in najnizja ali nezaznavna v Casu okrevanja. 1gG
protitelesa anti-EBNA 1 navadno niso zaznavna v serumu do obdobja okrevanja (Preglednica
V) (12).

1.7.2 Celi¢ni imunski odziv

Celi¢no posredovana imunost ima pomembno vlogo pri nadzoru okuzbe z EBV. Primarna
EBV okuzba spodbudi celi¢ni imunski odziv, tako da naraste $tevilo limfocitov T (do
15x10%/L). To so visoko aktivirane CD8+, MHC razred I citotoksi¢ne celice, specifi¢ne za
liticne (in manj za latentne) antigene (12). Limfocitoza v IM je posledica hiperekspanzije
citotoksi¢nih CD8+ T celic z reaktivacijo latentnih in liti€nih antigenov. V spominskih CD8+
T celicah se virusni antigeni vzdrzujejo na visoki ravni (v krvnem obtoku do 5 %). EBV
specificni CD4+ T-celi¢ni odziv pripomore k obvladovanju okuzbe z EBV in igra pomembno
vlogo pri preprecevanju neomejenega Sirjenja limfocitov, okuzenih z EBV. Med akutno fazo
bolezni, je do 40 % celotne periferne CV8+ T celi¢nega $tevila usmerjene proti enojnemu
EBV epitopu. Oslabljen T-celi¢ni odziv z imunosupresivi ali okuzbo HIV je odgovoren za
razvoj poliklonskih limfoproliferacij, ki lahko privedejo do odkritega monoklonskega ne-
Hodgkinovega limfoma. Te lezije so lahko kontrolirane z zdravljenje EBV specificnimi T
celicami. Rast in prezivetje pri BL, NPC in Hodgkinovemu limfomu pri imunokompetentnih
osebah pomeni, da se lahko tumorske celice izognejo nadzoru EBV specificnim T celicam,
kar je mogoce doseci z omejevanjem izrazanja latentnih EBV za te proteine, ki jih limfociti T

ali MHC (glavni histokompatibilni kompleks) razred | ne prepoznajo (6).
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1.8 BOLEZNI, POVEZANE Z VIRUSOM EPSTEIN-BARR

Primarna okuzba z EBV v otro$tvu je vecCinoma asimptomatska. Ko okuzba poteka s
simptomi, so pri dojenckih in majhnih otrocih ti najpogosteje v obliki blagega vnetja zrela s
tonzilitisom ali brez. Pri starej$ih otrocih in v adolescenci poteka okuzba kot infekcijska
mononukleoza. Virus se ve¢inoma prenasa s slino, lahko pa tudi krvjo, presadki ali s spolnim

stikom. EBV okuzi limfocite B in v ve€ini povzroc¢i dozivljenjsko asimptomatsko okuzbo (2).

Virus Epstein-Barr povezujejo z mnogimi boleznimi, pri nekaterih kot neposrednega

povzrocitelja, pri drugih pa kot dodatni dejavnik, ki vodi v bolezen.

Klini¢ne oblike EBV okuzb in malignomov, ki jih povezujemo z okuzbo EBV (Preglednica
V1) (2):

e Primarna EBV okuzba
o Asimptomatska serokonverzija
o Infekcijska mononukloza
o Primarna atipicna EBV okuzba
o Genitalni ulkusi
o Hemofagocitni sindrom
o X-vezan limfoproliferativni sindrom
e Reaktivacija EBV okuzbe
o Limfoproliferativne nepravilnosti
o Intersticijski pnevmonitis
o Ustna lasasta levkoplakija
o Uveitis
o Ponavljajoci parotitis
e Klini¢ne oblike malignomov, ki jih povezujemo z EBV okuZbo
o Burkittov limfom
o Nediferencirani karcinom nosno-zrelnega prostora
o T-celicni limfom
o Imunoblastni B-limfom
o Limfoproliferacija po presaditvi organoc ali tkiv

o Leiomiosarkom in leiomiom
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Preglednica VI: Malignomi, znacilni za okuzbo z EBV (18)

Infekcijska mononukleoza IM EBNA 1-6, LMP 1-2
% B-limfoproliferativna bolezen |BLPD |EBNA 1-6, LMP 1-2
:_é Burkittov limfom BL EBNA1
‘E Hodgkinov limfom HL EBNA 1, LMP 1-2
= T/NK celi¢ni limfom - EBNA 1, LMP 1-2
_ Nazofaringealni karcinom - EBNA 1, LMP 1-2
é g Ustna lasasta levkoplakija - -
@ Karcinom zelodca - EBNA 1, LMP 2A

1.8.1 Infekcijska mononukleoza
Infekcijska mononukleoza (IM) je akutna, limfoproliferativna bolezen, ki nastane po primarni
okuzbi z EBV (7).

Zatne se z znalilnim vnetjem v zZrelu in oteklino na vratu, kar spremljajo nespecifi¢na
znamenja, kot so slabo pocutje, vrocina, potenje, mrazenje, glavoboli, pomanjkanje teka in

rahle prebavne tezave (12).

Redkeje se opazi izpuscaj, povecana vranica, Se redkeje pa povecana jetra in zlatenica.
Nekateri bolniki imajo periorbitalni edem, petehije na ustnem nebu, zelo redko hematoloske

zaplete in znake prizadetosti osrednje Ziv¢evja, srca ali pljuc.

Bezgavke so najveckrat simetri¢no povecane v zadnjem predelu vratu, pogosto so povecane

bezgavke tudi v drugih regijah vratu in drugje po telesu (2).

Za IM je znalilna absolutna limfocitoza z netipicnimi mononuklearnimi celicami. V

diferencialnem krvnem razmazu je ve¢ kot 50 % limfocitov, od tega je 20 % neznacilnih (7).

1.8.1.1.1 Infekcijska mononukleoza pri otrocih in starejSih

Ko se IM pojavi izven obi¢ajnega starostnega okvirja 15-25 let, pride lahko do netipi¢nih
klini¢nih znakov. Pri otrocih je bolezen blaga in ve¢inoma ne zahteva zdravniSke pozornosti.
Obicajno je prisotno vneto zrelo in povecane vratne bezgavke. Otroci v¢asih kazejo klasi¢ne

klini¢ne znake IM Ze pri dveh letih. Klini¢ni znaki so pri starej$ih pogosto neznacilni (12).

18



Pangersi¢ K. Primerjava dveh metod za dokazovanje specifi¢nih protiteles proti virusu Epstein Barr
Diplomska naloga. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo

1.8.1.1.2 Infekcijska mononukleoza v nosecnosti
IM v ¢asu nosecnosti je redka, vendar ¢e pride do okuzbe, je to le redko lahko $kodljivo za

plod. Prekinitev nose¢nosti ni indicirana (12).

1.8.1.1.3 Infekcijska mononukleoza pri imunsko oslabljenih osebah

Ko se pojavi primarna okuzba z EBV pri imunsko oslabljenih bolnikih, Se posebej po
presaditvi organov, je pogost simptom imunskega odziva nezmoznost tvorbe limfocitov,
vendar lahko pride do netipi¢ne bolezni s simptomi v prebavilih in/ali znaki zavrnitve vsadka

in odpoved. V takem primeru je laboratorijski izvid za heterofilna protitelesa negativen (12).

1.9 EPIDEMILOGIJA

Vec kot 90 % asimptomatskih ljudi s protitelesi EBV virus izloc¢a s slino. V manjsih koli¢inah
se virus EBV izloc¢a tudi v genitalnih izlockih. Virus v slini zagotavlja glavni vir za prenos
okuzbe. Otroci se okuzijo s kuznimi kapljicami ali ko sesajo predmete, kontaminirane s slino.
V drzavah v razvoju je 99,9 % odstotkov otrok okuzenih Zze med drugim in Cetrtim letom
starosti, vendar se v drzavah z visokim socialnim in higienskim standardom otroci z EBV
okuzijo pozneje. Tako je odstotek z EBV prekuzenih najstnikov in mladih odraslih v zahodnih

drzavah odvisen od socialno-ekonomskega okolja, v katerem zivijo (Slika 11) (19).

drzave z nzpm P

socialmm standardom

¥
T

J

N
T

1 | | | | | 1 1 | J

> 10 15 20 25 30 40 SO 60 70+

Odstotek posameznikov okuzenih z EBV

Starost (leta)
Slika 11: Primerjava starosti posameznikov v razli¢nih populacijah, ki se okuZzijo z EBV (19)

1.9.1 RazSirjenost v Sloveniji

V raziskavi prekuznosti z EBV pri bolnikih v Sloveniji so bili v zaporedju treh let (1985,
1986, 1987) pregledani serumi 2.289 bolnikov iz vseh starostnih skupin. Pri 1.226 bolnikih je
bila dolo¢ena primarna okuzba z EBV. Pri 53,2 % bolnikov je primarno okuzbo spremljal
sindrom IM, pri drugi polovici pa je bila klini¢na slika neznacilna. Velika je bila tudi

prekuzenost malih otrok (10).
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2 LABORATORIJSKA DIAGNOSTIKA

Okuzbo z virusom EBV lahko laboratorijsko potrdimo z dokazom heterofilnih in/ali
specifi¢nih protiteles ali z dokazom virusne DNA. Za dokazovanje primarnih okuzb z EBV so
primernejSe seroloske metode za dokaz heterofilnih (nespecifi¢nih) in specifi¢nih protiteles.
Sekundarne okuzbe in reaktivacije okuzb z EBV, predvsem pri imunsko oslabljenih bolnikih,
pa najbolj zanesljivo laboratorijsko dokazemo s prisotnostjo virusne DNA, najpogosteje v

vzorcih plazme (20). Pregled diagnosti¢nih tehnik je prikazan v Preglednicah VII in VIII.

2.1 Seroloska diagnostika okuzb z EBV

2.1.1 Dokazovanje heterofilnih protiteles

Laboratorijski dokaz heterofilnih protiteles se kot potrditev okuzbe z EBV uporablja pri
otrocih in odraslih. Pri izvajanju tega testa cCloveSki serum najprej absorbiramo s
homogeniziranim tkivom ledvic budre. Absorbiran serum v naslednjem koraku uporabimo za
aglutinacijo ov¢jih, konjskih ali govejih eritrocitov. Heterofilna protitelesa se vezejo z
zivalskimi eritrociti, ne pa s specificnimi antigeni virusa EBV. Titer heterofilnih protiteles,
vecji od 40, pomeni potrditev diagnoze okuzbe z EBV pri bolnikih z znacilnimi klini¢nimi
znaki IM in prisotnimi atipi¢nimi limfociti. Test za heterofilna protitelesa je pozitiven pri 40
% bolnikov z IM ze v prvem tednu bolezni in pri 80 do 90 % bolnikov v tretjem tednu, zato je
vcasih potrebno veckratno testiranje pacientov. Heterofilna protitelesa ostanejo dokazljiva tri
mesece po bolezni, lahko pa vztrajajo tudi eno leto po preboleli okuzbi. Heterofilnih protiteles
obi¢ajno, iz sicer $e neznanih razlogov, ne moremo dokazati pri otrocih, mlajsih od 5 let, pri
starejSih in pri bolniki z atipicno prezentacijo okuzbe. Komercialno dosegljivi test monospot
za dokaz heterofilnih protiteles je nekoliko bolj obcutljiv in specificen kot klasicni test
aglutinacije eritrocitov. Monospot test ima v primerjavi s specifiénimi seroloSkimi testi
priblizno 75% obcutljivost in 90% specifi¢nost. LaZzno pozitivni testi na heterofilna protitelesa

so pogostejsi pri bolnikih z boleznimi veziva, limfomi, virusnim hepatitisom in malarijo (21).

2.1.2 Dokazovanje specificnih protiteles
Dokaz specifi¢nih protiteles EBV je najbolj uporaben pri bolnikih, ki jim ne moremo dokazati

prisotnosti heterofilnih protiteles, in tistih z netipi¢no klini¢no sliko okuZzbe.

Specifi¢na protitelesa razredov IgG in IgM, usmerjena proti antigenu kapside (VCA), lahko
dokazemo pri ve¢ kot 90 % bolnikov Ze ob zacetku bolezni. Za dokaz akutne okuzbe je

najprimernejSe dokazovanje protiteles razreda IgM, ker so v veliki koli¢ini prisotna le dva do
20



Pangersi¢ K. Primerjava dveh metod za dokazovanje specifi¢nih protiteles proti virusu Epstein Barr
Diplomska naloga. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo

tri mesece po akutni okuzbi, nasprotno pa ostanejo specificna protitelesa IgG proti VCA v

serumu vse Zivljenje in so primernejs$a za dokazovanje pretekle okuzbe.

Akutno okuzbo lahko dokazemo tudi s pojavom (serokonverzijo) protiteles proti antigenom
EBNA. Protitelesa IgG proti EBNA lahko dokazemo razmeroma pozno med potekom okuzbe,
in sicer Sele tri do Sest tednov po zaCetku simptomov. Po Sestih tednih so specifi¢na
protitelesa IgG proti antigenom EBNA prisotna pri ve€ini okuZenih in ostanejo v krvi
dozivljenjsko. Imunsko oslabljeni bolniki in tisti s kroni¢no aktivno okuzbo vcasih ne

razvijejo protiteles 1gG proti antigenom EBNA.

V seroloski laboratorijski diagnostiki okuzb z virusom EBV se lahko za natancnejSe ali
dodatno opredeljevanje stopnje okuzbe uporablja tudi dolocanje protiteles 1gG, usmerjenih
proti antigenom EA virusa EBV. Glede na vzorec razporeditve jih lahko loc¢imo na difuzni tip
EA-D (prisotna v citoplazmi in jedru) in omejeni tip EA-R (omejen le na citoplazmo). Ta
protitelesa lahko pri bolnikih z IM dokazemo tri do stiri tedne po zac¢etku simptomov, njihovo
prisotnost pa lahko dokazemo tri do Sest mesecev po okuzbi. Protitelesa IgG EA-D so pogosta

pri bolnikih s tezko potekajoco okuzbo (21).

Specificna protitelesa proti antigenom EBV razredov IgG in IgM lahko dokazujemo z

razli¢nimi laboratorijskimi metodami, opisanimi v Preglednicah VII in VIII.
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Preglednica VI1I: Diagnosti¢ne metode za dokazovanje okuzbe z EBV (22)

Metode

Seroloske

metode

Metoda posredne
imunofluorescence
(IFA)

Analit, antigen ali substrat

celi¢ne linije, kot so P3HR-1 in Raji

Opis

Klasicna metoda, ki je zlati
standard. Visoka
specificnost. Doloditi faze
okuzbe z EBV z enim samim
vzorcem seruma.

Reakcija vezave
komplementa

lizat transformiranih EBV celi¢nih
linij

Manj specificna in
obdcutljiva. Ne uporablja se
v rutinski analizi. Dolo¢anje
faze okuzbe ni mozno z
enim samim vzorcem.

EIA, ELISA ali
kemoluminiscenca s

kroglicami, obdanimi s

plaséem

lizat transformiranih EBV celi¢nih
linij;EBV lizat; kombinacija lizata in
rekombinantnih beljakovin;
rekombinantne beljkovine;
sinteticni peptidi

Hitra in visoko obcutljiva
metoda, ki ponavadi
avtomatizirana. Sinteti¢ni
Peptidni antigeni so manj
obcutljivi in manj specificni.
Analiza je mozna z enim
samim vzorcem seruma.

Blot tehnike (Western
blot analiza ali linijska
blot analiza)

lizat transformiranih EBV celi¢nih
linij;EBV lizat; kombinacija lizata in
rekombinantnih beljakovin;
rekombinantne beljakovine

Visoko specificen.
Uporablja se ve¢inoma kot
potrditvena metoda.
Analiza okuzbe moZna
samo z enim vzorcem
seruma.

dolocanje avidnosti
IgG, IFA in/ali ELISA ali
Western blot analiza

Titracija protiteles v odsotnosti ali
prisotnosti povecane
koncentracije secnine ali drugih
kaotropnih reagentov

Posebna metoda, ki se
uporablja za potrditev
nedolocljivih rezultatov
(protitelesa v akutnem
obdobju okuzbe z EBV so
nizke avidnosti)

Aglutinacija
heterofilnih protiteles

Paul-Bunnell protitelesa; goveji
eritrociti

Manj obcutljiva in
specificna. V 10 do 50 %
otroci, stari manj kot 4 leta,
ne tvorijo heterofilnih

protiteles.
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Preglednica VI1II: Diagnosti¢ne metode za dokazovanje okuzbe z EBV (22)

Analit, antigen ali substrat

Izolacija
virusa

Analiza Limfociti, plazma, serum, Metoda, ki jo izberemo, ce

nukleinskih likvor in tkiva imamo sum na okuzbo z EBV in

kislin s PCR meningoencefalitis (iz likvorja).
Uporabno za dokazovanje
reaktivacije in koncentracije
virusa

in situ hibridizacija, | celice tumorja, v parafin Uporablja se za analizo

in situ PCR namocene rezine tumorjev, ki so povezani z
okuzbo z EBV.

virusni antigeni, celice tumorija, v parafin Uporablja se za analizo

imunohistokemija in | namocene rezine tumorjev, ki so povezani z

imunocitologija okuzbo z EBV.
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3 NAMEN DELA

Namen diplomske naloge je bil primerjati dve metodi za dokazovanje specifi¢nih protiteles
proti virusu EBV. V ta namen smo pregledali serume pacientov, ki so bili poslani v laboratorij
za diagnostiko virusnih okuzb na Institutu za mikrobiologijo in imunologijo za dokazovanje
specificnih protiteles proti antigenom virusa Epstein-Barr. Izbrali smo aparaturi Liaison,
proizvajalca DiaSorin, in aparaturo VIDAS®, proizvajalca, Biomerieux, ker imata obe kratek

analizni ¢as in sta enostavni za uporabo.

Nas cilj je bil dolo€iti ujemanje, specificnost in obc¢utljivost teh dveh analiznih postopkov.
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4 MATERIALI IN METODE

4.1 Vzorci

V raziskavo smo vkljucili 109 vzorcev (serumov) bolnikov s sumom na okuzbo z EBV, ki
smo jih izbrali iz rutinske dejavnosti Laboratorija za diagnostiko virusnih okuzb Instituta za
mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete v Ljubljani.

Vzorci so bili do analize s sistemom VIDAS shranjeni v zaprtih plasti¢énih epruvetah v

zamrzovalniku pri —20°C.

4.2 METODE

Za dokaz specifi¢nih protitieles proti virusu Epstein-Barr smo uporabili dve metodi. Uporabili
smo encimsko imunsko fluorescencno metodo ELFA (sistem Vidas, bioM¢érieux,
Marcyl'Etoile, Francija) in kemiluminiscen¢no imunsko metodo CLIA (sistem Liaison,

DiaSorin, Saluggia, Italija).

Vsi serumi, uporabljeni v tej diplomski nalogi, so bili v rutinski diagnostiki predhodno ze
testirani s kemiluminiscen¢no imunsko metodo CLIA (sistem Liaison), zato v diplomskem

delu rezultatov te metode nismo ponavljali.

Seroloske preiskave smo izvajali na Institutu za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske

fakultete Univerze v Ljubljani, in sicer v Laboratoriju za diagnostiko virusnih infekcij.

4.2.1 PRINCIP METODE CLIA

Za namen diplomske naloge smo uporabili rezultate, predhodno pridobljene z metodo Liaison.
Kemiluminiscen¢na imunska metoda (CLIA; ang. chemiluminescence immunoassay) je
metoda, ki je v osnovi zelo podobna encimsko imunski metodi (ELISA). Metoda je pogosto
uporabljena v rutinski laboratorijski diagnostiki za kvantitativno dolocanje specifi¢nih
protiteles pri okuzbi z EBV. Protitelesa, ki jih dolocamo, se vezejo na antigen, njihovo vezavo
pa dokazemo z miS§jimi monoklonskimi protitelesi, na katera je konjugiran izoluminolni
derivat (Slika 12). Ce pride do vezave konjugata na prvi kompleks, se po dodajanju
spodbujevalnega reagenta (vsebuje vodikov peroksid in encim peroksidazo) sprosti svetlobni
signal, ki ga aparatura izmeri kot relativno luminiscen¢no enoto (RLU) in rezultat v teh

enotah kaze na koncentracijo protiteles v vzorcu (23).
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]

@

1. vezava protiteles iz seruma na 2. vezava monoklonskih migjih

antigene pritrjiene na magnetnih

kroglicah

protiteles, ki so konjugirana z

3. dodajanje vzpodbujevalnega
reagenta

izoluminolom, na nastali kempleks

Slika 12: Princip metode CLIA.

4.2.1.1 Vrednotenje rezultatov za Liaison

4. merjenje svetlobnega signala

Analizator Liaison izmeri svetlobni signal, ki ga odda izoluminolni-protitelesni konjugat v

relativnih luminiscen¢nih enotah RLU (ang.: relative luminiscence units) in je sorazmeren s

koncentracijo protiteles v vzorcih, kontrolah in standardih. Rezultate koncentracij poda v

enotah/ml (U/ml).

Mejne vrednosti so za razliko od miniVIDASa za vse §tiri oznacevalce podane lo¢eno

(Preglednica IX). Podane so meje za vse §tiri vrste protiteles, znotraj katerih lahko vrednotimo

meritve:

- anti-VCA IgM 0-160 U/mL
- anti-VCA IgG 0-750 U/mL
- anti-EBNA 1gG 0-600 U/mL
- anti-EA(D) 1gG 0-150 U/mL

Preglednica IX: Interpretacija mejnih vrednosti rezultatov kemiluminiscen¢nega testa

Liaison (23)

Vrsta protitelesa | negativna vrednost (U/mL) | mejna vrednost (U/mL) | pozitivna vrednost (U/mL)
anti-VCA IgM <20 20-40 >40
anti-VCA 1gG <20 20 >20
anti-EBNA 1gG <5 5-20 >20
anti-EA(D) 1gG <40 40 > 40
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4.2.2 METODA ELFA Z ANALIZATORJEM miniVIDAS
Analizna metoda je kombinirana v dveh korakih encimske imunske sendvi¢ metode S
kon¢nim fluorescenénim detektorjem (ELFA) (Slika 13).

antigen antigen antigen meti
SPR  hE PR B BEE o e, L
iz vzorca seruma iz vzorca seruma iz vzorca seruma  ymbeliferil
protitelo konjugirano

na alkalno fosfatazo

| | vezan antigen | vezan antigen

osfat

protitelo konjugirano
na alkalno fosfatazo
vezan antigen

1. vezava protitelesa iz vzorca seruma 2. vezava sekundarnega protitelesa 3. hidroliza substrata v fluorescenc¢ni
na antigen v notranjosti SPR-ja konjugiranega z alkalno fosfatazo produkt
na vzorec

Slika 13: Shematski prikaz poteka metode »sendvi¢« ELFA v SPR-ju

Obcutljivost testa izhaja iz dejstva, da ena sama molekula encima lahko reagira z velikim

stevilom molekul substrata, kar je mozno zaznati ze v nizkih koncentracijah.

SPR sluzi kot trdna faza in pipetni nastavek za spiranje. Reagenti za analizno metodo so

pripravljeni v zapecatenih reagenénih posodicah.

V prvem koraku reakcije se protitelesa iz vzorca vezejo na antigen v notranjosti SPR.
Nevezane komponente se sperejo v nadaljevanju med postopkom spiranja. V naslednjem
koraku se misja monoklonska protitelesa (IgG v obliki Fab), konjugirana z alkalno fosfatazo,
vezejo na protitelesa iz vzorca, ki so pritrjena na antigen, vezan na SPR. V zadnjem koraku
dodamo substrat (4-metil-umbeliferil fosfat). Konjugirani encim katalizira hidrolizo substrata
v fluorescen¢ni produkt. Fluorescenco produkta merimo pri 450 nm. Intenzivnost
fluorescence je sorazmerna s koncentracijo protiteles v vzorcu. Na koncu analize so rezultati

avtomatsko preracunani glede na standard (24).

4.2.2.1 Laboratorijska oprema in reagenti
Za izvedbo metode ELFA smo potrebovali analizator miniVIDAS® (Bio Merieux) (slika 14)
in komercialno pripravljene komplete za doloCitev posamezne vrste protiteles (Preglednice X,

X1 in XI1).
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Slika 14: Analizator miniVIDAS

4.2.2.2 Vsebnost kompletov
Preglednica X: Vsebnost diagnosti¢nih kompletov reagentov s 30 testnimi reagenénimi
posodicami za EBV VCA/EA 1gG (25)

30 EBV VCA/EA IgG stripov STR | zatakoj$njo uporabo

30 EBV VCA/EA IgG SPR-jev 1x30 za takoj$njo uporabo, notranjost SPR obdana z VCA
SPR | P18 in EA P54 protitelesi

EBV VCA/EA IgG pozitivna kontrola ¢loveski serum z anti-VCA 1gG v fosfatnem pufru pH

1x0,6 mL (raztopine) C1 7,4 + 50 g/L BSA + konzervansi

EBV negativna kontrola 1x0,6 mL

(raztopine) C2 fosfatni pufer pH 7,4 + BSA 50g/L + konzervansi

EBV VCA/EA IgG standard 1x1,6 mL ¢loveski serum z anti-VCA 1gG v fosfatnem pufru pH

(raztopine) S1 7,4 + 50 g/L BSA + konzervansi

1 MLE Kartica (kartica z umeritveno krivuljo) | karton s podatki za kalibracijo z uporabo umeritvene

krivulje
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Preglednica XI: Vsebnost diagnosti¢nih kompletov reagentov s 30 testnimi reagenénimi

posodicami za EBV VCA IgM (26)

30 EBV VCA IgM stripov STR | za takoj$njo uporabo
30 EBV VCA IgM SPR-jev 1x30 za takoj$njo uporabo, notranjost SPR obdana z

SPR | monoklonalnimi anti-humanimi IgM protitelesi
EBV VCA IgM pozitivna kontrola ¢loveski serum z anti-VCA IgM v fosfatnem pufru pH
1x0,6 mL (raztopine) Cl1 7,4 + 50 g/L BSA + konzervansi
EBV negativna kontrola 1x0,6 mL
(raztopine) C2 fosfatni pufer pH 7,4 + BSA 50g/L + konzervansi
EBV VCA IgM standard 1x1,6 mL ¢loveski serum z anti-VCA IgM v fosfatnem pufru pH
(raztopine) S1 7,4 + 50 g/L BSA + konzervansi

1 MLE Kartica (kartica z umeritveno krivuljo)

karton s podatki za kalibracijo z uporabo umeritvene

krivulje

Preglednica XI1I: Vsebnost diagnosti¢nih kompletov reagentov s 30 testnimi reagen¢nimi

posodicami za EBV EBNA 1gG (24)

30 EBV EBNA IgG stripov STR | za takoj$njo uporabo

30 EBV EBNA 1gG SPR-jev 1x30 za takojs$njo uporabo, notranjost SPR obdana z
SPR | EBNA-1 P72 protitelesi

EBV EBNA IgG pozitivna kontrola ¢loveski serum z anti-EBNA 1gG v fosfatnem pufru

1x0,6 mL (raztopine) Cc1 pH 7,4 + 50 g/L BSA + konzervansi

EBV negativna kontrola 1x0,6 mL

(raztopine) C2 fosfatni pufer pH 7,4 + BSA 50g/L + konzervansi

EBV EBNA IgG standard 1x1,6 mL ¢loveski serum z anti-EBNA 1gG v fosfatnem pufru

(raztopine) S1 pH 7,4 + 50 g/L BSA + konzervansi

1 MLE Kartica (kartica z umeritveno krivuljo)

karton s podatki za kalibracijo z uporabo umeritvene

krivulje
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4.2.2.3 Prostorcki v reagenc¢nih posodicah

ﬁ SPR

strip substrat

[ U

VZOrec

spiralni
_ | _ pufer
razred¢itvena spiralni  konjugat

raztopina pufer

Slika 15: Shematski prikaz reagencnih posodic za aparat miniVIDAS in njegove komponente

Reagencne posodice vsebujejo deset prostorckov z oznakami in kovinsko folijo (Slika 15).

Oznake na reagen¢nih posodicah vsebujejo bar kodo, ki oznaCuje analizno kodo

diagnosti¢nega kompleta reagentov, Stevilko in datum poteka. Folija na prvem prostorcku je

predrta za hitrejSe odmerjanje vzorca. Zadnji prostor v stripu je kiveta, v Kkateri poteka

flouremetrija (spektrometrija). Prostor¢ki v centru stripa vsebujejo razlicne variacije

reagentov, potrebnih za analizo (Preglednice XIII, XIV in XV) (24).

Preglednica XI111: Opis vsebine reagen¢nih posodic za VCAG (25)

prostorcki | reagenti
1 prostor za vzorec
2 razredcitvena raztopina: fosfatni pufer + polisorbat 20 0,05% pH 7,2 + 5 g/L BSA +
konzervansi (600puL)
3-4-5-7-8 | spiralni pufer: fosfatni pufer + polisorbat 20 0,25% pH 7,8 + 59/l BSA + konzervansi
(600uL)
6 konjugat: alkalni, fosfatno ozna¢ena misja anti-humana IgG protitelesa in fosfatni pufer
pH 6,1 + proteinski stabilizatorji + konzervansi (400uL)
9 raztopina za razred¢itev vzorca: fosfatni pufer + polisorbat 20 0,25% pH 7,2 + 5g/l BSA
+ konzervansi (400uL)
10 kiveta za od¢itavanje z substratom: 4-metil-umbeliferil fosfat (0,6 mmol/l) + dietanolamin

(DEA*) (0,62 mil/l or 6,6%, pH 9,2) + 1g/l natrijeva kislina (300pl)
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Preglednica XI1V: Opis vsebine reagen¢nih posodic za VCAM (26)

prostorcki | reagenti
1 prostor za vzorec
2 razredCitvena raztopina: fosfatni pufer + polisorbat 20 0,05% pH 7,2 + 5 g/LL BSA +
konzervansi (600uL)
3-4-5-7-8 | spiralni pufer: fosfat pufer + polisorbat 20 0,25% pH 7,8 + 5g/I BSA + konzervansi
(600uL)
6 konjugat: alkalni, fosfatno oznaceni VCA P18 protitelesa in fosfatni pufer pH 6,1 +
proteinski stabilizatorji + konzervansi (400uL)
9 Prazen prostorcek
10 kiveta za odCitavanje z substratom: 4-metil-umbeliferil fosfat (0,6 mmaol/l) + dietanolamin

(DEA*) (0,62 mil/l or 6,6%, pH 9,2) + 1g/l natrijeva kislina (300ul)

Preglednica XV: Opis vsebine reagenc¢nih posodic za EBNA (24)

prostorcki | reagenti
1 prostor za vzorec
2 razredCitvena raztopina: fosfatni pufer + polisorbat 20 0,05% pH 7,2 + 5 g/L BSA +
konzervansi (600uL)
3-4-5-7-8 | spiralni pufer: fosfat pufer + polisorbat 20 0,25% pH 7,8 + 5g/l BSA + konzervansi
(600uL)
6 konjugat: alkalni, fosfatno oznaceni misji anti-humani IgG protitelesa in fosfatni pufer pH
6,1 + proteinski stabilizatorji + konzervansi (400uL)
9 raztopina za razredcCitev vzorca: fosfatni pufer + polisorbat 20 0,25% pH 7,2 + 5g/ BSA
+ konzervansi (400uL)
10 kiveta za od¢itavanje z substratom: 4-metil-umbeliferil fosfat (0,6 mmol/l) + dietanolamin
(DEA*) (0,62 mil/l or 6,6%, pH 9,2) + 1g/l natrijeva kislina (300ul)
4.2.3 Ostale aparature in pripomocki

- pipeta Biohit 20 - 200 ul
- nastavki za pipetiranje 100 pul

- plasti¢ne rokavice (brez praska)

vorteks mesalnik (centrifuga top-mix 11118 Fisher Bioblock Scientific™)
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4.3 Postopek laboratorijskega dela

4.3.1 Priprava vzorcev
Pred analizo smo vzorce, hranjene v zamrzovalniku na temperaturi -20 °C, odmrznili pri

sobni temperaturi v 30 minutah (24).

4.3.2 VIDAS PTC protokol vnosa podatkov

Pred uporabo analizatorja za analizo smo skenirali kartico MLE s ¢italnikom bar kod
miniVIDAS. S prenosom protokola VIDAS PTC v analizator miniVIDAS je program naredil
nadgradnjo. Te podatke smo vnesli samo pred prvo analizo ali po zahtevi analizatorja VIDAS
(24).

4.3.3 Vnos umeritvene krivulje
Pred prvo analizo smo morali vnesti protokol VIDAS in Sele nato prebrati kartico MLE z

bralnikom bar kod.

Za vsak nov kit reagentov smo morali vsaki¢ vnesti specifikacije in kartico MLE (umeritvene
krivulje), ki je bila vklju¢ena v vsak komplet. Ta postopek smo morali opraviti vsakic¢ pred

uporabo novih reagentov (24).

4.3.4 Kalibracija
Po opravljeni kalibraciji z uporabo standardov, ki so bili vklju¢eni v komplet in smo jih
uporabili vsaki¢ pred uporabo novih reagentov, ter po vnosu standardne umeritvene krivulje s

kartico MLE (24).

4.3.5 Postopek analize

- Vzeli samo potrebne reagente iz hladilnika in jih pustili na sobni temperaturi 30 minut.

- Uporabili smo VCAG/VCAM/EBNA reagencne posodice in »VCAG/VCAM/EBNA«
SPR-je za vsak vzorec, kontrolo ali standard, ki smo ga testirali.

- Vtipkali ali dolo¢ili smo VCAG/VCAM/EBNA v instrument in vnesli testno kodo.
Standard mora biti identificiran z S1 in testiran v trojniku. Testirali smo tudi pozitivno
C1 in negativno C2 kontrolo.

- Pred pipetiranjem smo standard, kontroli in vzorce premesali z vorteks mesalnikom.

- Standard, kontroli in vzorce smo pipetirali v vzoréne odprtine z nastavkom 100 pL.
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- Vstavili smo nastavke SPR in reagenéne posodice v analizator miniVIDAS. Vedno
smo preverili, da so se barvne oznake nalepk SPR-jev in reagen¢nih posodic ujemale.

- Za pricetek analize sSmo dolocili postopke z vnosom podatkov, kot je to navedeno v
navodilih.

- Vsi koraki analize so bili izvedeni avtomati¢no. Rezultate smo dobili v ¢asu 40 minut
(Slika 16).

- Po opravljeni analizi smo iz analizatorja odstranili SPR-je in reagen¢ne posodice. Te

smo zavrgli v kos z bioloskimi odpadki (24).

SPR—W

| |l

USSEECE —— e

1. vezava protiteles na antigene 2. spiranje nevezanih komponent in
v notranjosti SPR-ja vezanje monoklonskih protiteles
konjugiranih z encimom

UUdUUeeee

3. nastanek fluorescenénega produkta 4. detekcija s fluorometrom
z dodajanjem substrata

Slika 16: Shematski prikaz avtomatiziranega dela, ki poteka v analizatorju miniVIDAS
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4.3.6 Vrednotenje rezultatov za miniVIDAS
Analizni rezultati, pridobljeni v obliki RFV (ang.: realtive fluorescence value) na sistemu

VIDAS, so izra¢unani na podlagi testne vrednosti TV (ang.: test value):

RFV vzorca
strandard RFV

Testna vrednost (TV) =

Vrednost RFV izraGunamo z odstetjem vrednosti ozadja od izmerjene konéne vrednosti za
analit (24).

Mejne vrednosti za analizne rezultate so interpretirane, kot je vpisano v Preglednici XVI:

Preglednica XVI: Interpretacija mejnih vrednosti rezultatov encimsko fluorescen¢nega

imunskega testa miniVIDAS (Bio Merieux) (24).

interpretacija Testne vrednosti (TV)
negativna vrednost <0,11
mejna vrednost 0,12<TV<0,18
pozitivna vrednost >0,19

4.3.7 Vrednotenje rezultatov glede na status okuZbe
Z rezultati specifi¢nih protiteles smo pri obeh metodah (pozitivno, negativno ali mejno

vrednost) opredelili z razli¢nimi stopnjami ali fazami okuzbe z EBV.

Za vsako obdobje okuZzbe z virusom EBV so znacilna protitelesa, usmerjena proti dolocenim

antigenom. Tako lahko lo€imo zgodnjo akutno okuZbo od akutne in pretekle akutne okuzbe.
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Status okuzb smo na podlagi Preglednice XVII opredelili in ozna¢ili:

Preglednica XVII: Seroloski status okuzbe z EBV na podlagi specifi¢nih protiteles (27)

Legenda: + pozitiven rezultat, - negativen rezultat

vrsta protiteles

status okuzbe oznaka EA IgG VCA IgM ‘ VCAIgG EBNAIgG
odsotnost specifi¢nih protiteles NEG - - - i
zgodnja akutna okuzba ZGA - (+) + - -
akutna okuzba A - (+) + - (+) _
po okuzbi PO INF - - + +
izolirani EBNA IgG IZOL EBNA - . - +
izolirani VCA/EA IgG IZOL VCA/EA + . o j
nedolocljiv profil NP + + + +

4.3.8 Izracun diagnosti¢ne obcutljivosti, specifi¢nosti in napovedne vrednosti testov

Obcutljivost testa izrazimo z odstotkom oseb z doloceno okuzbo, pri katerih je rezultat testa
pozitiven (pravilno pozitivni, PP). Negativen rezultat testa pri okuZenih osebah pomeni lazno
negativen rezultat (laZzno negativni, LN). Obcutljivost diagnosti¢nega testa predstavlja

sposobnost dokazovanja najmanjse koli¢ine doloCenega antigena ali protiteles (28).

PP

obcutljivost(%) = PP+ IN

Specifi¢nost testa izrazimo z odstotkom zdravih, neokuzenih oseb, pri katerih je rezultat testa
negativen (pravilno negativni, PN). Pozitiven rezultat testa pri okuzenih osebah pomeni lazno
pozitiven rezultat (lazno negativni, LP). Specifi¢nost diagnosti¢nega testa predstavlja
sposobnost lo¢evanja dolo¢enega antigena ali protiteles od drugih antigenov ali protiteles
(28).

PN

specifitnost(%) = PN T+ LP
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5 REZULTATI

V diplomski nalogi smo primerjali rezultate dokazovanja specifi¢nih protiteles za 109
serumskih vzorcev preiskovancev s sumom na okuzbo z virusom Epstein-Barr. Rezultate, ki
smo jih v okviru naloge pridobili na analizatorju miniVIDAS, smo primerjali z rezultati, ki so

jih v okviru rutinske diagnostike dolocili na analizatorju Liaison.

V raziskavo smo vkljucili 65 serumskih vzorcev zensk (59,6 %) in 44 vzorcev moskih (40,4

%).

32 (29,4 %) preiskovancev je pripadalo starostni skupini od 15 do 25 leta, 37 (34 %) pa
starostni skupini od 25 do 50 leta starosti. 12 (11 %) preiskovancev je bilo mlajsih od 5 let, 18
(16,5 %) preiskovancev iz starostne skupine od 5 do 15 let, ter 9 (8,3 %) starejsih od 50 let.

Samo en preiskovanec je presegel starost 80 let.

Najve¢ preiskovancev je bilo starih od 25 do 50 let. Stevilo preiskovancev po posameznih

starostnih skupinah prikazuje Slika 17:
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Slika 17: Stevilo preiskovancev v posamezni starostni skupini
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5.1 Primerjava rezultatov med testoma Liason in miniVIDAS
(Preglednica XVI1II in Preglednica XIX)

Preglednica XVII1: Primerjava $tevila in deleza pozitivnih, negativnih in mejnih vrednosti za

testirane vzorce

Stevilo (%) serumov

Pozitivna Negativna Mejna Vsota vseh

vrednost vrednost vrednost vzorcev
CLIA VCA IgM 22 (20,2) 82 (75,2) 5 (4,6) 109 (100)
ELFA VCA IgM 21 (19,3) 84 (77,0) 4 (3,7) 109 (100)
CLIA VCA IgG 95 (87,2) 14 (12,8) 0 (0,0 109 (100)
CLIAEA IgG 15 (13,8) 94 (86,2) 0(0,0) 109 (100)
VIDAS VCA/EA IgG 93 (85,3) 12 (11,0) 4 (3,7) 109 (100)
CLIA EBNA IgG 72 (66,1) 31 (28,4) 6 (5,5) 109 (100)
ELFA EBNA IgG 78 (71,6) 28 (25,7) 3(2,9) 109 (100)

Preglednica XIX: Primerjava (ujemanje, obcutljivost, specificnost) rezultatov pri

dokazovanju specifi¢nih protiteles proti EBV s testoma Liaison in miniVIDAS

+ pozitiven rezultat, - negativen rezultat, +/- mejna vrednost

Liaison
+ - +/- ujemanje (%) obéutljivost (%) specifiénost (%)
VCA IgM 89,0 95,2 97,5
20 2
1 77
0 5
VCA/EA 1gG 94,5 97,8 100
miniVIDAS 91 0
12
0 0
EBNA IgG 93,6 97,3 100
72 0 0
28
4 0 2

S primerjavo rezultatov dolocanja specifi¢nih protiteles VCA IgG med testoma miniVIDAS

in Liaison smo ugotovili skladne rezultate pri 97 preiskovanih vzorcih (89,0 %) in neskladne
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pri 12 (11,0 %) vzorcih. V dveh vzorcih s testom miniVIDAS nismo dokazali protiteles VCA

IgG, test Liaison pa jih je ovrednotil kot pozitivne.

V enem primeru smo dobili obraten rezultat, ko je test Liaison opredelil vzorec kot negativen,
test miniVIDAS pa ga je opredelil kot pozitivnega. Pri testu Liaison smo pri 5 vzorcih dolo¢ili
mejne vrednosti, test miniVIDAS pa jih je opredelil kot negativne. Tudi pri testu miniVIDAS
smo dolocili 4 mejne rezultate, ki jih je test Liaison opredelil kot negativne. Obcutljivost testa
miniVIDAS za VCA IgM je bila 95,2 %, specifi¢nost pa 97,5 %.

Za specificna protitelesa VCA/EA IgG smo s testoma Liaison in miniVIDAS dokazali
skladnost pri 91 pozitivnih vzorcih (83,5 %) in 12 negativnih (11,0 %). Ujemanje rezultatov
pri obeh testih smo ugotovili pri 103 (94,5 %) vzorcih in neujemanje pri 6 (5,5 %) vzorcih. Pri
dveh vzorcih smo s testom Liaison ugotovili negativni rezultat, ki jih je test miniVIDAS
ovrednotil kot pozitivne. Za 4 vzorce, ovrednotene z mejno vrednostjo pri testu miniVIDAS,
smo s testom Liaison dokazali protitelesa VCA 1gG. Za test miniVIDAS VCA IgG smo

izraCunali obcutljivost 97,8 % in specificnost 100 %.

Za specifi¢na protitelesa EBNA IgG smo ugotovili ujemanje rezultatov testiranja pri 100
(91,7 %) in neujemanje pri 9 (8,3%) vzorcih. Skladnost smo ugotovili pri 72 (66,1 %)
pozitivnih, 28 (25,7 %) negativnih in dveh (1,8 %) mejnih rezultatih. Za dva negativna
rezultata pri testu Liaison smo z testom miniVIDAS interpretirali vzorce kot pozitivne. Stiri
pozitivne rezultate pri testu miniVIDAS smo s testom Liaison ovrednotili kot mejno
pozitivne. En mejni rezultat, dolo¢en s testom miniVIDAS, smo pri testu Liaison ovrednotili

kot negativen. Za EBNA IgG smo izracunali 97,3 % obcutljivost in 100 % specificnost.
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5.2 Rezultati skladnosti metod na podlagi seroloSkega statusa okuzbe
Na podlagi rezultatov dokazovanja specifi¢nih protiteles v imunskem odzivu na okuzbo EBV,
smo glede na Preglednice XIV opredelili status oziroma stopnje okuzbe in jih prikazali s

stolpénim diagramom na Sliki 18:

m Liaison mminiVIDAS

80 -~ 71 73

Stevilo vzorcev

poa

serolosko zgodnja  akutnafaza po okuzbi izolirani izolirani  nedolocljiv
negativni akutna faza EBNA IgG VCA/EA IgG profil
VzZorci

Status okuzbe

Slika 18: Skladnost med metodo ELFA (miniVIDAS) in CLIA (Liaison) glede na status
okuzbe

Pri devetih vzorcih z nobeno od uporabljenih metod nismo dokazali specifi¢nih protiteles

proti virusu EBV, zato smo jih opredelili kot seroloSko negativne vzorce.

S statusom »zgodnja akutna faza« smo oznacili tri vzorce s testom Liaison in dva vzorca s
testom miniVIDAS. Akutno okuzbo smo opredelili pri 13 vzorcih s testom Liaison in s testom
miniVIDAS. Status »po infekciji« smo opredelili pri 73 vzorcih s testom miniVIDAS in pri

71 s testom Liaison.

Nedolo¢ljiv profil smo opredelili pri testu Liaison in miniVIDAS pri Sestih vzorcih. Izklju¢no
protitelesa VCA 1gG (Liaison) in VCA/EA 1gG smo dokazali pri Sestih vzorcih s testom
Liaison, ter petih vzorcih s testom miniVIDAS. Z obema uporabljenima testoma smo pri

enem vzorcu dokazali izkljuéno EBNA 1gG protitelesa.

Seroloski status posameznikov smo definirali z interpretacijo posameznih oznacevalcev

(Preglednica XIX) in ugotovili skladnosti metod (Preglednica XX)
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Preglednica XX: Skladnost rezultatov seroloSkega statusa v primerjavi testa miniVIDAS s

testom Liaison

miniVIDAS
oo o zgodnja izolirani izolirani
“ed‘;g’fﬁﬂv f}if";ﬁf};‘l’ akutna a]'fgzt;'a pookuzbi EBNA  VCA/EA SKUPAJ
P 9 faza 19G 19G
nedolocljiv
orofil 5 0 0 o | 114 | o 0 6
serolosko
negativni 0 8 0 0 0 1(69) 0 9
zgodnja
- 0 1 (66) 2 0 0 0 0 3
c
o
¥ akutna faza 0 0 0 13 0 0 0 13
S
po okuzbi 1(61) 0 0 0 70 0 0 71
E'éﬁl'ﬁge 0 0 0 0 1(25) 0 0 1
izolirani
VCA/EA 0 0 0 0 1(77) 0 5 6
IgG
SKUPAJ 6 9 2 13 73 1 5

Od 109 preiskovanih vzorcev so bile 103 skladne interpretacije statusa okuzbe (94,5 %) in
Sest (5,5 %) neskladnih. Med neskladnimi sta bila dva vzorca 66 in 69 (1,8 %) v Preglednici
XX zelo odstopajoca (ang. major discrepancy), saj je bila razlika med serolosko negativnimi
in serolosko pozitivnimi rezultati. Stirje vzorci 25, 77, 14 in 61 (3,7 %) , ki so malenkostno
odstopali (ang. minor discrepancy), so bili vsi serolosko pozitivni in je razlika le v stadiju

bolezni.

Najvec preiskovancem smo doloéili status okuzbe »po okuzbi« 70 (64,2 %). Pri petih (4,6 %)

vzorcih nismo mogli opredeliti statusa okuzbe.
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Preglednica XXI: Prikaz neskladnih rezultatov testov miniVIDAS in Liaison

metoda VCA | VCA/EA EBNA status metoda | VCA VCA EA EBNA status
IgM :{¢] (] okuzbe 4] I1gG okuzbe
POZ PO INF POZ | POZ | NEG | POZ NP

PO INF NEG | NEG | NEG | POZ | IZOL EBNA
NP NEG | POZ | NEG | POZ PO INF
NEG POZ | NEG | NEG | NEG ZGA
IZOL EBNA NEG | NEG | NEG | NEG NEG
PO INF NEG | POZ | NEG | NEG IZOL VCA

Za vzorca 14 in 25 smo s testom miniVIDAS dolo¢ili status »po infekciji«. Z metodo Liaison
smo vzorec 14 interpretirali kot neopredeljen in vzorec 25 kot »izolirana EBNA I1gG

protitelesa« (Preglednica XXI).

Vzorec 61 smo s testom miniVIDAS interpretirali kot »neopredeljen profil«, pri testu Liaison

pa s statusom »po okuzbi« (Preglednica XXI).

Vzorec 66 smo s testom miniVIDAS dolo¢ili kot negativen, S testom Liaison pa smo vzorec

66 interpretirali kot »zgodnjo akutno okuzbo« (Preglednica XXI).

S testom miniVIDAS smo pri vzorcu 69 dolocili »izolirana EBNA IgG protitelesa«, s testom

Liaison pa smo ga opredelili kot negativnega (Preglednica XXI).

Pri vzorcu 77 smo s testom miniVIDAS dolocili status »po okuzbi«, s testom Liaison pa smo

dokazali »izolirana VCA IgG protitelesa« (Preglednica XXI).

Slika 19 spodaj prikazuje skladne rezultate seroloskih testov miniVIDAS in Liaison. V tem
grafu smo opredelili skladne rezultate glede na starostne skupine in seroloski status
(Preglednica XXI).
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izolirana VCA/EA IgG 5
izolirana EBNA IgG o
po okuzbi 70

akutna faza 13

zgodnja akutna faza 2
serolosko negativen 8
nedolocljiv profil 5
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Slika 19: Primerjava seroloskih statusov, ugotovljenih z metodama miniVIDAS in Liaison

glede na starostno skupino pacientov

Ugotovili smo, da je najve¢ji odstotek prekuzenosti z EBV pri skupini 25-50 let za 32
(45,7%) preiskovancev, ki ji sledi skupina 15-25 let 19 (27,1 %) preiskovancev.

Zgodnjo akutno okuzbo smo ugotovili pri enem preiskovancu iz starostne skupine 5-15 let in

enem iz skupine 25-50 let.

Najvec bolnikov (5) je bilo v akutni fazi odkritih v starostni skupini od 5-15 let (38,5 %).
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6 RAZPRAVA

Laboratorijska diagnostika primarnih okuzb z virusom EBV se vec¢inoma izvaja s seroloskimi
testi. Najbolj pogosto uporabljena metoda v laboratorijih je dokazovanje heterofilnih
protiteles, ki jih pri veini odraslih bolnikov lahko dokazemo v tretjem tednu po pojavu
klini¢nih znakov okuzbe z virusom EBV. Metoda dokazovanja heterofilnih protiteles ni
primerna za diagnostiko infekcijske mononukleoze pri otrocih, mlajsih od pet let, kjer
heterofilnih protiteles ni mogoce dokazati pri vecini bolnikov. Enako velja za starejSe osebe in
bolnike z netipi¢no klini¢no sliko okuzbe z EBV. V navedenih primerih je za diagnostiko
akutne okuzbe najbolj primerno dokazovanje specificnih protiteles z encimskoimunsko ali

kemoluminiscen¢no metodo.

V diplomski nalogi smo Zeleli primerjati dva seroloska testa za analizo 109 zaporednih
vzorcev pacientov s sumom na okuzbo z EBV. Zeleli smo ugotoviti primernost uporabe
metode ELFA z analizatorjem miniVIDAS ter jo primerjati z metodo CLIA, ki se ze vec let
rutinsko izvaja na analizatorju Liaison. PoskuSali smo ugotoviti, ali je metoda ELFA,

izvedena z analizatorjem miniVIDAS, primerljivo obcutljiva in specifi¢na.

Za namen diplomske naloge smo analizirali zaporedne vzorce 109 bolnikov, ki so bili v
laboratorij poslani zaradi suma na akutno okuzbo z virusom EBV. Ve¢ vzorcev (59,6 %) je
pripadalo pacientom Zenskega spola. Glede na starost preiskovancev, vkljuc¢enih v nalogo, so
bili najpogosteje testirani preiskovanci med 25 in 50 letom (33,9 %). Okuzba z virusom EBV
se najpogosteje pojavlja v otrostvu, kot tipi¢na klinicna slika infekcijske monukleoze pa pri
adolescentih in mlajsih odraslih. Glede na omejitve metode doloc¢anja heterofilnih protiteles
smo pricakovali, da bo v rutinski diagnostiki ve¢ina vzorcev spadala v najniZjo starostno
skupino oziroma bodo najpogostejSi vzorci predSolskih otrok. Izkazalo se je, da so
pregledovani vzorci pogosteje pripadali bolnikom med 25 in 50 letom. Iz izkusenj laboratorija
domnevamo, da je ve€ina vzorcev na klinikah ali v zdravstvenih domovih Ze pregledana na
prisotnost heterofilnih protiteles in nasi vzorci vefinoma pripadajo skupini bolnikov, Ki
nimajo dokazljivih heterofilnih protiteles. Razlog za negativen test na heterofilna protitelesa
je lahko nizka starost bolnika (do pet let) ali pa testiranje bolnika v zelo zgodnji fazi okuZzbe,

ko bolniki $e ne razvijejo heterofilnih protiteles.

43



Pangersi¢ K. Primerjava dveh metod za dokazovanje specifi¢nih protiteles proti virusu Epstein Barr
Diplomska naloga. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo

S primerjavo analiznih rezultatov specifi¢nih protiteles VCA IgM med testoma miniVIDAS
in Liaison smo ugotovili skladne rezultate pri 20 pozitivnih vzorcih (18,3 %) in 77 negativnih
(70,6 %). Rezultati so bili torej skladni pri 97 preiskovanih vzorcih (89,0 %) in neskladni pri
12 (11,0 %) vzorcih.

Za specificna protitelesa VCA/EA IgG smo s testom Liaison in miniVIDAS dokazali
skladnost pri 91 pozitivnih vzorcih (83,5 %) in 12 negativnih (11,0 %). Ujemanje pri obeh

testih je bilo pri 103 (94,5 %) vzorcih in neujemanje pri Sestih (5,5 %) vzorcih.

Za specifi¢na protitelesa EBNA IgG smo z obema testoma ugotovili ujemanje pri stotih (91,7
%) in neujemanje pri devetih (8,3 %) vzorcih. Skladnost smo ugotovili pri 72 (66,1 %)
pozitivnih, 28 (25,7 %) negativnih in dveh (1,8 %) mejnih rezultatih.

S primerjavo rezultatov smo ugotovili, da se med metodama najbolj ujemajo rezultati
prisotnosti protiteles razreda IgG, usmerjenih proti antigenu VCA o0z VCA/EA (sistem
miniVIDAS), in sicer v 94,5 % primerov. Tudi primerjava ujemanja rezultatov za testiranje
1gG, usmerjenih proti antigenom EBNA, je pokazala visoko ujemanje (91,7 %) vseh testiranih
vzorcev. NajslabSe so se ujemali rezultati pri testiranju specifi¢nih protiteles razreda IgM,
usmerjenih proti antigenu VCA, in sicer v 89 %. S primerjavo dveh testov za dokazovanje
specificnih protiteles proti antigenom virusa EBV smo ugotovili manjSo obc¢utljivost vseh
testov, ki smo jih uporabili za primerjavo (miniVIDAS). Razlike pa so bile pri testiranju ne

glede na vrsto testiranih specifi¢nih protiteles proti EBV pod mejo petih odstotkov.

Ne glede na rezultate, ki smo jih dosegli pri testiranju posameznih specifi¢nih protiteles,
usmerjenih proti antigenom virusa EBV, smo opravili tudi skupno interpretacijo izvida, v

kateri smo poskusili glede na objavljene kriterije opredeliti status okuzbe z EBV.

Pri primerjavi vrednotenih rezultatov statusa okuzbe smo med metodama ugotovili skladnost
interpretacije pri 103 pacientih (94,5 %), kar ocenjujemo kot zelo dobro. Neujemanje
posameznih parametrov testiranja namre¢ nima nobenih klini¢nih posledic, ¢e se ujema

interpretacija stadija okuzbe z EBV, ki je edina merodajna za postavitev diagnoze.

Serolosko negativni status smo ugotovili skladnost pri osmih vzorcih (7,3 %). Pricakovano je,
da so ti vzorci brez specificnih protiteles proti virusu EBV pripadali osebam, mlaj§im od 25

let.
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Ceprav smo testirali razmeroma majhno S$tevilo serumskih vzorcev, sklepamo, da je
prekuznost z virusom EBV pri osebah, starih nad 25 let, v pregledani populaciji prakti¢no
univerzalna in njihovo testiranje v rutinski diagnostiki za dokaz akutne okuzbe najbrz ni

smiselno.

Primarno, akutno ali zgodnjo akutno okuzbo z virusom EBV smo po interpretaciji
seroloskega statusa opredelili pri 15 (13,8 %) vzorcih. Vecina pacientov je spadala v starostno
skupino do 25 let, kar ustreza opisom Vv literaturi, saj je to najbolj ogrozena starostna skupina

za primarno in simptomatsko okuzbo z EBV.

Pri petih (4,6 %) vzorcih nismo mogli dolociti statusa okuzbe, zato smo jih na podlagi
interpretacijske sheme uvrstili v nedolocen profil. Tak izvid je za klini¢no delo nezazelen in
ga obiCajno poskusamo pojasniti s ponovnim odvzemom vzorca in testiranjem tako
imenovanega parnega seruma, testiranjem z metodo imunoblot ali IFA, ki natan¢no opredeli

antigene oziroma protitelesa in status okuzbe z EBV.

Leta 2011 so raziskovalci iz Medicinske univerze v Gradcu v Avstriji objavili primerjavo
rezultatov metode miniVIDAS in IFA (indirektna imunfluorescenca). Za EBV specifi¢no
serolosko analizo pri imunsko oslabljenih pacientih so uporabili IFA, encimsko imunsko
analizo (miniVIDAS) in Western blot metodo. V tej $tudiji so primerjali novo avtomatsko
analizno metodo za dokazovanje EBV specificnih protiteles z referen¢no serolosko

diagnosti¢no EBV metodo v rutinskih pogojih uporabe (29).

V diplomski nalogi smo ugotovili negativni status akutne okuzbe pri 70 (64,2 %) vzorcih, pri
raziskavi izvedeni v Gradcu pa jih je bilo 65 (37,3 %). Za serolo$ko negativne vzorce smo
opredelili skladnost pri osmih (7,3 %) vzorcih, kar so v raziskavi dokazali pri 26 (14,9 %)
vzorcih. Status primarne okuzbe smo dokazali skladnost pri 15 (13,8 %) vzorcih, kar so pri
tuji raziskavi dolocili pri 48 (27,6 %) vzorcih. Pri petih (4,6 %) skladnih vzorcih smo

opredelili kot nedolocljiv profil, v tuji raziskavi so skladnost dokazali za 27 (15,5 %) vzorcev.

V laboratoriju, kjer sem izvajala diplomsko nalogo, za dokaz protiteles proti EBV ne izvajajo
metode IFA, tako naSih rezultatov Zal ni mogoce neposredno primerjati z rezultati, Ki jih je
opravila raziskovalna skupina iz Gradca. Za razjasnitev vzorcev z ne ujemajocimi rezultati pa
bi lahko uporabili metodo imunoblot, ki pa v laboratoriju ni rutinska metoda in je povezana s

precej$njimi dodatnimi stroski.
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7 SKLEPI

V studijo dokazovanja specifi¢nih protiteles proti virusu EBV smo vkljucili 109 zaporednih

serumskih vzorcev pacientov.

S primerjavo dveh seroloskih metod za dokaz specifi¢nih protiteles proti antigenom virusa

EBV smo ugotovili, da sta metodi na ravni posameznih dolo¢anih vrst protiteles primerljivi.

Se boljse ujemanje smo dosegli, ko smo namesto posameznih parametrov primerjali skupno

intepretacijo dolocitve statusa okuzbe.

Kljub temu, da sta bila v testu miniVIDAS zdruzena parametra VCA IgG in EA IgG, to ni

bistveno vplivalo na intepretracijo stadija okuzbe.

Zaradi visoke obcutljivosti menimo, da je metoda miniVIDAS primerna za diagnostiko okuZzb

z virusom EBV v laboratorijih, kjer nimajo velikega stevila dnevno testiranih vzorcev.
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